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要!目的
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探讨
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基因对鼻咽癌细胞增殖的影响及其机制'方法
!

利用实时定量
YGC

检测

8Y)*"

$正常鼻咽部上皮细胞株&+

G8Z(

$低分化鼻咽癌细胞株&及
,!&

$

G8Z(

的高转移亚克隆&的
5&

?

(%

转录水平%利用慢病毒转染技术在
5&

?

(%

转录水平较低的
G8Z(

中过表达
5&

?

(%

%利用小干扰
C8L

技术

抑制
,!&

细胞内的
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?
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%用
\77

技术检测过表达或抑制
5&

?
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后细胞增殖速率的变化%同时检测转

录因子
8B(

&

+

的转录水平的变化%分析
5&

?

(%

影响鼻咽癌细胞增殖速率的可能机制'结果
!

$

!

&三种细

胞株中的内源性
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水平为
,!&

$

G8Z(

$

8Y)*"

%差异具有统计学意义'$

(
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细胞中过表达
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基因后%细胞的增殖速率明显加快%
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&

+

转录水平明显上调'$

#

&抑制
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细胞内的
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?
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基因

后%细胞的增殖速率明显减缓%
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+

转录水平明显下调'结论
!
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基因可能通过调节
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信号

通路而对鼻咽癌细胞发挥明显的促增殖作用%可设计针对
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基因的抗鼻咽癌分子治疗策略'
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#鼻咽癌#增殖#机制
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发于中国南方及东南亚(
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期患者放化疗后
'

年生存率仅为
!$T

(

(

)

'放射治疗是
8YG

的首选治

疗方法%然而
8YG

放疗后约
#'T

的患者有病变残

存%残存癌灶是
8YG

复发和治疗失败的主要原

因(

#

)

'近
!"

年来随着肿瘤分子生物学的飞速发展%

恶性肿瘤细胞内的信号转导+细胞凋亡的诱导+血管

生成以及细胞与胞外基质的相互作用等各种基本过

程正逐渐被阐明%针对肿瘤细胞受体+关键基因+调

控分子和激酶为靶点而发展的靶向药物也成为研究

的热点(

)

)

'热休克蛋白
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一员%是
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(%

基因的表达产物'近年来的研究发

现
J,Y(%

与肿瘤的发生发展有密切关系%国内学者

结合临床对
J,Y(%

蛋白的表达与鼻咽癌病理类

型(

'
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+放疗残存病灶的关系等作了初步的研究%但尚

缺乏
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基因表达水平与鼻咽癌细胞增殖的关系

及相关机制的研究'

"

!

材料与方法
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细胞株+质粒和主要试剂
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细胞培养
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及包装慢病毒的
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细胞株用含
!"T

小牛血清$
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&的
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8Y)*"

用
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实时荧光定量
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次%于
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阶段收集荧光'采用相对定量法

分析数据%差异倍数的计算方法为!改变的倍数

$
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G70
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靶基因
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内参&处理组1$
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靶基因
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内参&未处理组%G7!循

环阈值$
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&%即
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过程中扩增产物

的荧光信号达到设定的阈值时所经过的循环

次数(
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)
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慢病毒表达载体
Y.IM(5&

?

(%

构建+病毒包装

和转染

查询
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?

(%

$
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&的编码序列$
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&检测序列的特异性核酸内切酶位点%设计出

5&
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的 克 隆 引 物%上 游 引 物 为!

'a(MGMLL7(

7GLGGL7MLGGMLMGMGGMGM7G(#a

$含
Z4"C(I

酶切位点&%下游引物为!

'a(7GGGGMGMM77LG7(

7MMGMMGLM7G7G(#a

$含
8%5(
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酶切位点&'以

438L

为模板%利用
Y=0;#'/@

*

70

X

高保真
38L

聚

合酶 $

I'A#;<"

2

9'

%

E,L

&通过
YGC

扩增得到带相应

核酸内切酶位点的
5&

?

(%

基因的编码序列'将

5&

?
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序列连接入
Y.IM

的
I5*C(

#

和
8%5(

$

位点

之间得到重组质粒
Y.IM(5&

?
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%转染
Z$G"=#

感受

态细胞%利用含
L@

?

#4#==#'

的
.+

培养液进行阳性

克隆筛选并经测序$
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是由
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质粒改良的表达绿色荧光蛋白的自灭活慢病毒载

体(

%

)

%利用磷酸钙沉淀法将重组质粒与包装质粒共

同转染入
($#7

细胞中%

)&5

后收集培养液%过滤+

高速离心得到纯化的携带目的基因或空载体的自灭

活慢病毒%溶于
"$"' \

的
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缓冲液$

7+,

%

?

J&,"

&中
(&"U

保存备用'继而将
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)

"孔&%过夜后转染%转染时加入
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"
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"
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:
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$
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2

@0

%

E,L

&%转染后
*5

换液%
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后在荧光显微镜检查转染效率并继续后续实

验'实验分
#

组!

Y.IM(5&

?
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转染组+

Y.IM

转染

组+对照组$
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小干扰
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5&

?

(%

基因的异性
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&介导转染%实验分
#
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(%(&#C8L

转染组+
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转染组+空白对照组$
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和
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无血清培养液中%室温孵育
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%再加入种

有
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细胞的
*

孔板中$每孔有培养液
!$'@=

&'转

染
*5

后换液%继续后面实验'

!$*

!

\77

实验

利用
\77

实验分别检测过表达
5&

?

(%

基因

对
G8Z(

细胞生长速率以及抑制
5&

?

(%

基因对

,!&

细胞生长速率的影响'在慢病毒转染或
C8L

干扰
()5

后%以每孔
'+!"

#个细胞在
$*

孔板上种

板%每组
#

个复孔'在设定的时间点%每孔加入
("

"

=\77

溶液$

'@

2

"

@=

于
"$"!\Y+,

中&%

#%U

+

'TGV
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继续孵育
)5

%吸除培养液%每孔加入

!""

"

=

二甲基亚砜$
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&%静

置
!"@#'

使结晶充分溶解%

)$"'@

波长下测量吸

光度'

!$%

!

统计学方法

各实验组计量数据之间差异的比较采用
V'9

10

:

L8V[L

$

,Y,,!!$'

&进行统计分析#细胞生

长速率$趋势&差异的比较采用重复测量设计的方差

分析 $
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&进行统计分析'

,

"
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为差异具有统计学

意义'

#

!

结果

($!

!

8Y)*"

+

G8Z(

和
,!&

三种细胞株中
5&

?

(%

转

录水平

C7(YGC

检测显示%来源于鼻咽部的三种上皮

细胞内的
5&

?

(%

的转录水平明显不同%依次为!

,!&

$

G8Z(

$

8Y)*"

%差异有统计学意义$
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Y.IM

在
G8Z(

细胞中实现的转

染效率

通过荧光显微镜检测
Y.IM

载体中的绿色荧光

蛋白基因表达产物证实%

Y.IM(5&

?

(%

+

Y.IM

在

G8Z(

细胞中的转染效率达
!""T

%见图
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法检测过表达
5&

?

(%

基因对
G8Z(

细

胞生长速率的影响

利用
Y.IM(5&

?

(%

转染鼻咽癌细胞株
G8Z(

之

后%实时荧光定量
YGC

证实
Y.IM(5&

?

(%

转染组的

G8Z(

细胞与
Y.IM

组和
80#A9

组相比%

5&

?
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的

@C8L

水平显著升高%见图
#0

#
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实验证实

Y.IM(5&
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转染的
G8Z(

细胞的生长速度明显加

快%见图
#)

#而核因子
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$

8B(

&

+

&的转录水平

也显著增高%见图
#4

'

($)

!

\77

法检测抑制
5&
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基因对
,!&

细胞生

长速率的影响

利用小
C8L

干扰技术沉默
5&
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基因之后%

,!&

细胞的生长速率明显减缓%见图
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#而核因子
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0+

$

8B(

&

+

&的转录水平则显著降低%见图
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讨论

鼻咽癌是一个多因素+遗传相关性肿瘤%其发生

发展具有多阶段性%是遗传因素与环境因素长期共

同作用的结果'有学者指出%在鼻咽癌从.正常细胞

%

癌前病变
%

癌
%

侵袭发展
%

转移/等各个阶段的

发展过程中%每个阶段可能有一定数量的功能相似

或互补的基因$易感基因群&协同作用%推动病变向

下一阶段$由另一易感基因群所主导&发展%从而形

成一个多阶段性多米诺骨牌效应模式(

$

)
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J,Y(%

是小
J,Y

家族的主要成员之一%同时

也是较广泛诱导表达的分子伴侣之一'在正常的生

理状态下%

J,Y(%

较低表达以利于细胞活动的正

常进行(

!"

)

'但在肿瘤细胞中%

J,Y(%

通常是不良

预后的标志%其高表达与多种肿瘤的生长+侵袭和转

移密切相关'临床上%卵巢癌+骨肉瘤+子宫内膜癌+

白血病等恶性肿瘤细胞中检测到比非转化细胞更高

表达的
J,Y(%

(

!!

)

#通过基因工程表达人
J,Y(%

的

大鼠结肠癌细胞比对照细胞具有更强的侵袭力和更

少的凋亡反应#相反%反义核酸干扰
J,Y(%

增加了

前列腺癌细胞的凋亡并延迟了其发展(

!(

)

'初步研

究显示%

J,Y(%

与鼻咽癌的生长+侵袭和转移也密

切相关%但其内在分子机制尚不清楚'

通常认为%

J,Y(%

的致癌性能可能与其抗凋亡

性能相关'

J,Y(%

抗凋亡的机制包括!阻止凋亡小

体的形成并阻断
40&

?

0&9&

的后续激活(

!#

)

#使从线粒

体释放入胞质的细胞色素
G

失活(

!)

)

#通过稳定肌动

蛋白微丝结构而干扰
40&

?

0&9

的线粒体上游激活通

路(

!)

)

'更值得注意的是%

J,Y(%

的抗凋亡作用也

依赖于其能促进特定蛋白质的蛋白酶体降解的能

力%其中的两个靶蛋白分别是核转录因子
&

+

$

8B(

&

+

&抑制子
I

&

+

!

和周期素依赖激酶抑制子
?

(%

K#

?

!

'

在特定状态下%

J,Y(%

可促进
I

&

+

!

的泛素化和后

续降解%从而增强了生存因子
8B(

&

+

的活性而达到

J,Y(%

的细胞保护作用(

!'

)

#或者是通过刺激
?

(%

K#

?

!

降解%以致细胞不集中在细胞周期的
M

"

"

M

!

阶段而

是集中在
,

期%从而使过表达
J,Y(%

的细胞更易于

增殖(

!*

)

'

本研究发现
5&

?

(%

的转录水平在
8Y)*"

$正常

鼻咽部上皮细胞株&+

G8Z(

$低分化鼻咽癌细胞

株&+

,!&

$从
G8Z(

中分离出的高转移亚克隆&中

呈现出明显差异%具体为
,!&

$

G8Z(

$

8Y)*"

%提

示
5&

?

(%

的转录水平与鼻咽癌细胞的增殖和转移

有着密切的联系'通过慢病毒载体介导的过表达

技术和小干扰
C8L

技术结合
\77

实验%证实了

过表达
5&

?

(%

能明显促进
G8Z(

细胞的增殖速率%

而沉默
5&

?

(%

则显著减缓
,!&

细胞的增殖速率%表

明
5&

?

(%

的转录水平与鼻咽癌细胞的生长速率呈

正相关'我们同时发现%在鼻咽癌细胞中过表达

或抑制
5&

?

(%

的同时%

8B(

&

+

的转录水平相应的明

显升高或降低%提示
5&

?

(%

的促细胞增殖效能可能

是通过增加
8B(

&

+

的表达水平%从而激活
8B(

&

+

信号转导通路而得以实现%这与
Y0<49==#9<

等(

!'

)发

现的
5&

?

(%

在细胞应激状态下发挥细胞保护效应

的机制类似'

综上所述%该研究通过体外实验证实了
5&

?

(%

*
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对鼻咽癌细胞的促增殖作用及其可能的机制'尽

管在体内影响鼻咽癌发展演进的环境和因素要比

体外复杂得多%是一个由分子遗传因素与环境因

素长期协同作用的+由不同易感基因群所主导的+

多米诺骨牌效应式的发展过程%但可以确信
5&

?

(%

属于其中某个易感基因群并对鼻咽癌细胞的增殖

发挥着重要的促进作用%因此通过设计恰当的分

子策略$如设计相应的反义寡核苷酸肽&抑制

5&

?

(%

的表达将有助于延缓鼻咽癌的发展或提高

传统抗癌药物的疗效'
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